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癌の 転移で重要な役割 を担うイ ン テ グ リ ン は α 鎖 とノ9 鎖が 非共有結合で 会合 して 立 体構造をと る ヘ テ ロ ダイ マ
ー で , ノブ
鎖 の 細胞外 ドメ イ ン に は シ ス テ イ ン 残基 に富 む4 か所 の 繰 り返 し配列部 が存在す る . こ の 残基 の ス ル フ ヒ ド1)ル (sul血ydryl,
S H) 基を標的に , 特 異的に結合するS H試薬を反応 させ イ ン テ グ リ ン の 三 次元構造を崩 して , 癌細胞 の 細胞外 マ トリ ッ ク ス へ
の 接着阻害を実験的に試 みた . 用い た癌細胞株は , 癌性 腹水由来で高率 に腹膜播種 を形成 し, しか もイ ン テ グリ ン の 党規が 確
認され た 足場依存性の As P C-1 ヒ ト膵管癌細胞株であ る . S H試薬 は , 細胞表面 の S H基 と特異的 に不可逆的 に結合する活性型
ラ ン ソ プ ラ ゾ ー ル 仏G-2000) を使用 した . 生 体外 ア ド ヒ ー ジ ョ ン ア ツ セ イ 法 に よ る A G-2000含有培地 (0, 1, 10, 100, 500,
10 00pM)処理後 の AsPC-1細胞 の 細胞外 マ ト1) ッ ク ス に対す る接着を, イ ン テ グl) ン の 代表的リ ガ ン ドで あ る ラ ミ ニ ン , ワ イ
プ ロ ネ ク チ ン お よ び Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン で 検索 した と こ ろ , A G-2000の 培養液度 に依存 して 抑制 さ れ た (p< 0.01). 次に , こ れ ら
の 細 胞外 マ トリ ッ クス 構成蛋白 に接着 した 細胞 に A G-2000をア ド ヒ ー ジ ョ ン ア ッ セ イ と 同濃度 で1時間接触 さ せ た と こ ろ い ず
れ の 濃度で も48時間まで は細胞の 形態学的変化 は見ら れ な か っ た が , 500pM 以 上の 濃度で は72時間以 降で は ア ポ ト ー シ ス を
示す遊離細胞が多く観察 さ れ た . さ ら に, 生 体 内で は , As P C-1細胞を1× 106個腹腔内注射 した対照の ヌ ー ド マ ウ ス (n = 10)
は 高度の 腹膜播種病変を認 め, 8週以内 に全例病死 した の に 対 し, A G-2000で 1時間前処理 した癌細胞を注射 し た マ ウ ス (n =
10) で は , 途 中死亡 し た1例を含 め8週屠殺時 に播種病変 を認め た の は 3例 (30 %) で ,播種 病変数も有意 に少なか っ た (p<
0.01). 以 上 の 成繚 より, AG-200 0は , AsP C-1細胞 の 細胞外 マ トリ ッ ク ス ヘ の 接着を強く阻害 し, 消化器痛 の 腹膜播種予防薬
と して 臨床応周できる 可 能性 が示唆 さ れ た.
Eey w ords activatedlans opraz ole,integrin s,S Hgr o ups, adhe sio n, Pe rito n e al diss e min atio n
消化器病が他臓器 へ 血行性 に転移 したり , 腹膜 に 着床 して 播
種性病変 を形成す る際にイ ン テ グリ ン が 重要な役割 を果たす こ
と が知 ら れ て い る1). こ の イ ン テ グ リ ン は α , β鎖 が 非共有結
合 で会合す る ヘ テ ロ ダイ マ ー で , 特 に ′9 鎖の 細胞外 ド メ イ ン に
は シ ス テイ ン残 基に 富む 4ケ 所の 繰り返 し配列 (シ ス テ イ ン リ
ッ チ l) ピー ト , CyStein十rich r epe ats) が 存在 し, シ ス テ イ ン 残
基 の 数は 約60 に及 ぶ . こ の 繰り返 し配列部位 は イ ン テ グリ ン
フ ァ ミリ ー の す べ て の /9鎖 に 共通 して 含まれ て お り, ノヲ鎖の 三
次元構造を保 つ と と もに その 機能と席接 な関係 にある と 考え ら
れ て い る
2卜 8)
.
こ の シ ス テ イ ン に は ス ル フ ヒ ド1) ル (s ul血ydryl,
S H) 基が-一 つ ず つ 含ま れ て い る た め , 癌細胞 にS H基 と 特異的
に結合す るS H試薬 を反応させ る と, こ の 化合物が イ ン テ グ リ
ンノ9鋭 の S E基 と結合 し, その 結果β錬の 三次元構造が崩 れ て,
癌細胞 の 細胞外 マ トリ ッ ク ス へ の 接 着能が低 下する 可 能性が推
察 さ れ る.
そこ で本研究 で は 細胞外 マ トリ ッ ク ス へ の 接 着能が強 い 足場
依存性 の ヒ ト消化器痛由来の 細胞株を用い , 癌細 胞膜 に発現す
る イ ン テ グリ ン β鎖 の シス テ イ ン リ ッ チ リ ピ
ー トを標的 と し
て S H試薬を反応さ せ る こ と に より , 癌細胞 の 細胞外 マ ト リ ッ
ク ス へ の 接着阻害効果を実験的に検索 した .
材料 お よ び方法
Ⅰ . 細 胞 株
癌性腹水由来 で , 腹腔 内投与 にて 高度の 腹膜播種を形成し,
しか もイ ン テ グ 1) ン の 発現 が 確認 さ れ て い る AsP C-1ヒ ト申分
化型膵管癌細胞株
9卜 11)を米 国標準株機関 (A m e ric a nType
Cultu r eColle ctio n) (Ro ckville, U S A) か ら購 入 して 使IJした.
細胞 は15 %非働化牛胎児 血清(fetal bo vin e s e ru m) (Cell Culture
IJabo rato rie s, Cle av ela nd, U S A) と0.3m g/ml グル タ ミ ン (日水
製薬 , 東京) を 含む R P M ト164 0培地 (日水製薬)を月]い , 5%
C O2濃度, 37 ℃の 条件下 で維持 した.
Ⅰ . 実験動物
5週齢の ヌ ー ド マ ウ ス B A L B/c n u/n u(日 本ク レ ア, 東京)を
購 入 し, 1週 間の 予備飼育の 後, 6週齢 の 時点で実験 に供し た･
】肛 . 薬 剤
今回の 研究 で は , S H試薬 と して 活性型 ラ ン ソ プ ラ ゾ
ー ル
A G-2000(武田菜品工私 大阪) を使用 した . 本薬剤 は抗消化性
潰瘍薬で ある ラ ン ソ プ ラ ゾ ー ル AG-1749(武田薬品工 業) の 活
性体 であり, 溶 液中で は A G-2000分子 は陽性 に荷電 し た状態で
存在す る た め に細胞膜 は通過 できず, 細胞膜表面の SIi基の み
平成10年3月 4 日受付, 平成10年3月24日受理
A bbreviatio n s: S Hgro up, S ul血ydrylgro up;N E M, N-ethylm aleimide;P B S,Phosphatebuffer s alin e
活性型ラ ン ソ プ ラ ゾ ー ル に よ る癌細胞 の 接着阻害
と結合する性質があり, 通常細胞内 に取り込ま れ て細胞毒 と し
て作用す る他の S H試薬と は明ら か に異 な る特性 がある (図1).
実験に際 し て, AG-20 0は メ チ ル セ ル ロ
ー ス を含有す る溶液 に
溶解 して使用 した . た だ し, S H基 へ の 結 合を確認す る実験で
は, A G
-200 0の 分子 が 不安定で アイ ソ ト ー プ標識 で きな い た め ,
AG-2000の 前駆体であ るA G-174 9を
14
c で 標識 し, 使用 時に pH
4.8の 溶液で30分間活性化 し, A G-2000 と して使用 した 12卜 1 5】
Ⅳ . フ ロ
ー サ イ ト メ トリ ー に よる A$P C- 1細胞表面の イ ン テ
クリ ン β1 お よ びβ 4抗原の解析
イ ン テ グ リ ン の 代表的リ ガ ン ドで あり, 細胞外 マ トリ ッ ク ス
の 主要構成成分である ラ ミ ニ ン , フ ィ ブ ロ ネク ナ ン お よ び Ⅳ型
コ ラ ー ゲ ン へ の 接 着 に必 要と され る主 た る ′･9サ ブ ユ ニ ッ トは
ノヲⅠお よ び ノ･ヲ 4であ る と報告 され て い る
1 6)
･ そ こ で まず, AsP C-1
細胞 にお ける ノ91 お よ び ノ?4サ ブ ユ ニ ッ トの 蛋白 レ ベ ル で の 発現
に つ い て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用い て 検討 した . す な わ ち,
コ ン フ レ ン ト状態の As P C-1細胞を0.02 % E D
′









Fig.1. C he mic alstru ctu re ofactiv ated la n s opr az ole, A G-2000,
and in a ctiv ated for m, AG-174 9. Thelatte ristra n sfo r m ed into
its a ctiv efo r m,thefo r m e r u nder acidic co nditon .






































1) プ シ ン (Gibc o, Gr and Isla nd, US A) に て剥離 し遠心回収後,
0.1M リン 酸堰衛生瀾 食塩水(pho sphatebufEe r ed s alin e, P B S,
pH 7･4) で 2回洗浄 し, 抗 ヒ トイ ン テ グ リ ン/ヲ1お よ び ′ヲ ｡抗体
(C he mic o n, Te m e c ula , U S A) を 一 次抗体 に , フ ル オ レ ッ セ
ン ･ イ ソ ナ オ シ ア ン 酸 (nuore sceinis othio cyan ate)標識 ヤ ギ抗
マ ウス IgM 抗体(Dako, Hu mbu rg, Ge rm a ny) を二 次抗体に用
い て 染色 し, フ ロ ー サ イ トメ ー タ ー Cyto ro nAbs olute (Ortho
Diagn o sticSyste m , 束 京)にて 抗原の 発現 を解析 した 17)1 8)
† . ラ ン ソ プラ ゾ ー ル の S H基 へ の結合
活性化 した ラ ン ソ プ ラ ゾ ー ル が As P C-1細胞表面の S H基と 選
択的に結合 して い る こ とを確認す る ため に, アイ ソ ト ー プ標識
した 活性型ラ ン ソ プ ラ ゾ ー ル とAsP じ1細胞 と の 結 合能をS王1試
薬 である N- エ チ ル マ レイ ミ ド(N-ethylm aleimide, N E M) (和
光, 大阪)を前投与 し, S H基に 対する結合を競合阻害させ た場
合と比較 した 刷 . まず は じ め に, エ タ ノ ー ル に て200pCi/ml に
希釈 した 14c 標識A G-1749 50pl にp打鍵調整R P M I 1640培地 bH
4.0) を60pl加えて pH 4.8 と し, 室温で 30分間反応 させ て活性
化 し, 14c標識活性型 ラ ン ソ プ ラ ゾ ー ル 溶液 を作成し た . 次 に,
こ の 溶液90ll を15×10
{;
cells/ml に調整 した AsP C-1細胞浮遊液
1.8ml に加えて1 5, 30, 60, 90, 120, 180分後に50直ず つ 反応
液を抽出 し , P B S で 1回洗浄 し た 後 , 液体 シ ン テ レ 一 夕 ー
Aqu a s ol-2(Pa cka rd, Me ride n, U S A) を加え液体 シ ン チ レ ー シ
ョ ン カ ウ ン タ ー LS C-5100(ア ロ カ , 東京)に て 放射活性を算出
し, 総投与量 に対す る結合率 を計算 し た13) 川). N E M投与群 は
AsP C-1細胞浮遊液0.5ml に10m g/mlの N E M水溶液250tl を加
え て増枠 し た後 に 14c標識活性型 ラ ン ソ プ ラ ゾ ー ル 溶液を25pl
加え て軽時的 に反応液を抽出 し, 同様 に し て結合率を算出 し た.
なお , 測定値 は3 つ の 検体 の 平均お よ び 標準偏差を と っ た .
Ⅵ ･ ア ドヒ ー ジョ ン ア ッ セイ(ad he sio n a ss ays)
コ ン プ レ ン ト状態の As PC-1細胞 を0.02 %E D T A添加0.25 %
ト リ プ シ ン に て 剥 離 し遠心回収後, 0.5 %メ チ ル セ ル ロ ー ス 含
β4-S ubu nit
Fluor e s c e n c eintensity (Log)
Fig･ 2･ Flo wcyto m etric a n alysis ofsu rfa ceintegrin β1 a nd β4 S ubu nit e xpre ssio n o nAsP C-1 cells. The cells w e retr e ated wi thanti-
integrin β1 and β4 Subu nitM A band stain ed furthe rwith Frr Cc o njugated go at anti- m O u SeIgM antibody. T he瓜u o re s ce n ceinte n sity
W a sa n alyz ed by aflo w cyto m ete r.
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有 RP M I-1640無血 清培地 に懸濁後, AG-2000 を最終濃度が 0, 1,
10, 10 0, 5 00, 1000pM と な るよ う に溶解 し, 37℃ で1時間反
応 させ た. 細 胞 を再び 遠心回収 し た後, 通常の 培地 に再懸濁 し
て ラ ミ ニ ン , フ ィ ブ ロ ネク ナ ン お よ び Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン で 被覆 さ
れ た 6 ウェ ル 平底 マ イ ク ロ プ レ ー ト Bio c o at Variety Pa ck Ⅱ
(Be cto nDikin s o nLabw ar e, Bedfo rd, U S A) に1 ウ ェ ル あたり
1× 106個ず つ に なる よ うに分注 し, 5 % C O2濃度 , 37 ℃の 条件
下 で 12時間培養 した 後, 療著 した 細胞を中性 ホ ル マ リ ン 液 に
て30分間固定, 0.1 %クリ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト (和光) 水溶液に
て1分間染色 し, 細 胞密度計 M o n o c ellater(オリ ン パ ス 光学 ,




. なお , 測定値は3 回の 実験
の 平均お よ び標準偏差をと っ た .
Ⅶ . 接着 した AsP C- 1細胞 に及 ぼす活性型 ラ ン ソ プ ラ ゾ ー ル
の影響
1. As P C-1細胞 に対する A G-2000の 投与
まずAsP C-1細胞をア ド ヒ ー ジ ョ ン ア ッ セ イと 同様 ラ ミ ニ ン ,
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン お よ び Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン を コ ー ト した 6 ウェ ル
平底 マ イ ク ロ プ レ ー トに1 ウェ ル あ たり1× 106個ず つ 分注 して
5 % C O2濃度, 37 ℃の 条件下 で12時間培養 し て プ レ ー トに凝 着
させ た . 次 に, P BS で 1回洗浄 し, 0.5 %メ チ ル セ ル ロ ー ス を含
有す る RP M I-1640無血 清培地 にA G-2000を0, 2, 10, 10, 500,
10 0 0pM とな る よ う に 溶解 した 反応液を2mlず つ 加 えて 5 %
C O2, 37℃で 1時間培養 し た後 , 反応 液を除去 し て通常 の 培養
条件 に戻 し た.
2
. 細胞接着率 の 解析
上記反応後0, 24, 48, 72, 9 6, 120時間後 に細胞をア ドヒ
ー ジ ョ ン ア ツ セ イ と 同様 に中性 ホ ル マ リ ン 液 に て 固定 , 0.1 %
ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト水溶液 に て 染色 し , 細胞 密度計 に て
A G-2000濃度 が 0の ウ ェ ル を コ ン トロ ー ル と して 細胞密度を測





















30 6 0 90 1 20
In cubation tim e(min)
Fig･ 3. Tim e cou rs e of b inding of
14c-1abeled a ctiv ated
lan S OPr aZ Oleto AsP C-1c ells a nd effe ctof N E Mo n c o mpetitiv e
inhibitio nfo r spe cific binding with S Hgro ups ofthe c ell
su rfa c e. T he c ells w e r ein cubated in m ediu m c o ntaining
14
c-
1abeled a ctiv ated la n s opr az olein the pr e se n c e(○)o r abs ence
(□)
_璽 N E M for 15, 30,60,90a nd 120min ute s, re Spe Ctiv ely･
′
nl eX ±S Dofthe valu ein thre eindepe nde ntexperim e nts ar e
sho wn. *p< 0.01c o mpar ed wi thc o ntroIs(N E MAbc ent).
3 . 細胞形態の 観察
AG-2000処理後 の 細胞 の 形態は , 光学顕微鏡 お よ び 電子顕微
鏡を用い て 培地中に遊離 した 細胞と シ ャ ー レ に接 着 し た細胞と
を別 々 に観察 した . 光学 顕微鏡像 は培地中に浮遊 した AsPC-1
細胞お よ び シ ャ ー レ か ら0.02 % E DT A添加0.25 % トリ プ シンを
用い て 剥離 し た AsP C-1細 胞を そ れ ぞ れ 細胞遠心沈殿装置
Cyto spin 2 (S ha ndon Southe r nPr odu cts Ltd･ , C he shir e,
Engla nd) を用 い て, 5分 間, 600回転 で ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に塗
沫 した衡 エ タ ノ ー ル 固定, ヘ マ トキ シ リ ン ･ エ オ ジ ン 染色を
行 っ て , 細 胞の 形態を観察 した
21)
.
電子顕微鏡像 は同様に して 遊離 し た 細胞 を そ れ ぞ れ4%パ ラ
ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ･ 2 % グル タ ル ア ル デ ヒ ド/カ コ ジ ル 緩衝液
bH 7.4)に て前固定 し, 1 % オス ミ ウ ム 酸/カ コ ジ ル 撮 衝液 帥
7.4) に て後固定を行 っ た 後, ゼ ラ チ ン カプ セ ル に包埋 して 切片
を作成 し, 酢酸 ウ ラ ニ ル , 鉛に よ り電子染色を施 し, 透過型電
子顕微鏡 H-700(日立, 東京)に て観察 した,
Ⅷ . A G 2 0 0 0に よ る As P C- 1細 胞の腹膜播種形成 へ の効果
AG-2000 に よ る生体内で の AsP C-1細胞 に対する接着阻害効
を検討す る目的で , As P C-1細胞をA G-2000を用い て 処理 した後
に ヌ ー ドマ ウ ス に 腹腔内投与 し, 腹膜播種形成 の 有無と そ の程
度を A G-20 00処理 を行 わずに細胞を投与 し た コ ン トロ
ー ル 群と
比較 した . す な わち , 対 数増殖期 にあ るAsP C-1細 胞を0.02 %
E D T A添加0.25 % トリプ シ ン にて 剥離 し, 遠心 回収後, ア ドヒ
ー ジ ョ ン ア ツ セ イ と 同 じ方法 で10 0叫 M の A G-20 00 で1時間処
理 し た. 処理後 の 細胞を再度遠心回収 し, P BS で懸濁 して1×
106個/mlの 浪度 に調整 した . なお , こ の 際 トリ バ ン プ ル ー 色素
排除試験 に て 生細胞率 が 95 %以上 で ある こ と を確認 した . こ
の 細 胞懸濁液を6週齢 の ヌ ー ド マ ウ ス に2 9 G注射針を用 い て
1ml(細胞数1 × 10
6個)ず つ 腹腔内注入 し, 8過後 に犠牲死 させ




ン ト ロ ー ル 群 は AG-2000濃度が 0 であ る こ と 以 外 はす べ て同様
の 処 理を行 い , ヌ ー ド マ ウ ス に腹腔内投与 した , 腹 膜播種の程
度は肉眼的に結節 が5個 以 内の 場合を + , 6 か ら10個までを♯ ,
11個以 上 の 場合 ♯トと し た. な お , マ ウ ス が 観察期間内に死亡
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Fig. 4. E 触ctofAG-20000nthe adhe sio n of As P C
-1c ells･ T he
c ells w er eplated o n mic rotite r w ells c o ated wi th 1a minin(□),
丘brin e ctin (須), O r COllage n Ⅳ (Il)afte rA G-2 000treatrn 91t･
Re sults ar e expre s s ed a spe rc e ntage s oftotalc ells･ TheX
±
SI)of the valu e sin thre eindepe nde ntexperim ents ar e show n･
★
p< 0.01c o mpa red withc o ntr oIs.
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軋 統計学的検定法
測定値 はす べ て平均 ±標準偏差 Ⅸ ± S D) で 示 した . 2評 間
比掛ままずF検定 に よ る等分散 の 検定を行 い , 分散 が等し い 場
合はStudent の t検定を用 い , 等しく な い 場 合は W elch の t検定
を行っ た . 3群間比較 はまず Kru Skal- W al 1is検 定を行 っ た 後 に
Fig.5. Do se-depe nde nte飴 ctof A G-2000n adhe sion ofAsPC-
1cellstolam in in.
Fig･7. Morphological ねatu re s of the adhe r e nt and noating
As P C-1 c e11s 72hr after A G･2000tr e atm e nt. (A) Alight
micr ophotograph ofadhe re ntAsP C 訂C ells(H E, ×400). 但)A






























































0 24 4 8 7 2 9 6 1 20









0 24 4 8 7 2 9 6 1 20











0 24 48 72 9 6 1 20
Tim e afte rA G-200 0cha11e nge(hr)
Fig.6. E 鮎ct of A G-2000n ad he re nt AsP C-1 c ells. As P C-1
Cells w e replated o n mic rotite r w ells c o ated wi th la minin (朗,
丘br o n e ctin (B), Or C O11age nⅣ (C). An d the adher e nt c e11s
W er etr eated for60m inute s with A G-2(氾Oata c o n centr atio n of
O, 1( □), 1 0(○), 1 00(△), 500(■)a nd lO OOpM (●),
r
･
e Spe Ctiv ely. ¶1er
･
ate Ofadhe re nt ce11s w asthe n estim ated O,
24, 4 8, 7 2, 9 6a nd 120 ho u rs, reSPeCtively after
･ A G-20 00
tre atm e nL T he X ± S Dofthe v alu e sin thr e eindepende nt
e xperim e nts･a reSho w n.
*
p < 0.0 1c o mpa r ed with the
q ) ntrOIs∴
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Fig. 8. M orphological 飴atu re softhe adhe re nta nd flo ating AsP C-1c ells72 hr afte rA G-2000tr e atm e ntata co n c entr atio n of lOOOpM･ u)
Anele ctr o n micr ophotogr aph of theadhe re ntAs P C
-1ce11s. (B) Anele ctron micr ophotogr叩h oftheflo ating As P C-1c e11s(bar,1pm).
Fig. 9. Ma cro s c opic 血d ingsofperiton e al dissemin atio nin n ude mice a允e rintr叩erito n eal inje ctio nofAsP C-1c ells. In n o n･tre atedgro up
仏) m a ny ca血C er n Odules are Observ ed in o m e ntu m, m e Se nte ry, S ubphr e nic spac e, ab do min al w alland Do ugla s,SpO udh. In a m o u sefor
A G-20 0tre atedgr oup(B)afbw perito n ealn odule s w e re obs e rv ed intheab do m e n(ar rO W S).
Fig.10. H istologic al 丘ndings ofpe rito n eal dis s emin atio nin nude mice afte rintrape rito neal inje ctio n of As PC-1c ells. Moder ately
di 鮎re ntiatedade n o c arcino m ais n oted. (A)H E, × 40. (B)H E, ×400.
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schefe
,
s F検定を行 っ た , い ずれ も危険率1%未満 の 場合(p<
0.01)を統計学的に有意差あり と判定 し た .
成 績
Ⅰ . AsP C･ 1細 胞に お け る イ ン テ クリ ン βサ ブ ユ ニ ッ トの
発現
フ ロ ー サ イ ト メ ト
1) - を用 い た解析で は AsP C-1細胞 の 表■面
にイ ン テ グリ ン β1お よび β4サ ブ ユ ニ ッ ト の 蛋白 レ ベ ル で の 発
硯が確認 され た (図2).
Ⅰ . 活性型ラ ン ソ プラ ゾ ー ル とSH 基 との 結合能
活性化し た
14c標識 ラ ン ソ プ ラ ゾ ー ル と AsP C-1細胞と の 結合
率は反応開始後6 0分まで は 漸増 し, 以 後 プ ラ ト ー と な っ た .
これ に対 し, N E Mを前段与 した 群 は測定 した す べ て の 時間 に
おい て結合が有意 に抑制 さ れ て い た b< 0.01) (固3).
Ⅱ . ア ド ヒ ー ジ ョ ン ア ッ セ イ
AsP C-1細胞 の 接着 は図4 お よ び図5 に示すよう に ラ ミ ニ ン ,
フィ プロ ネ クテ ン お よ び Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン に お い て A G-2 000濃度
に依存し て抑制 さ れ, 3種類 と もA G-2000膿度が50 0pM 以 上 に
て 有意 に接着細胞数 の 減少 を認 め た (p < 0.01). と く に ,
1000llM の 処理 によ り, As P C-1細胞 の ラ ミ ニ ン に対する 接着が
2 5.0± 5.6 %, フ ィ ブ ロ ネ クチ ン に対する接着が 11.5± 4.8 %,
Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン に対する接着が 17.0± 8.3% まで 抑制さ れ た .




ラ ミ ニ ン
,
フ ィ ブ ロ ネク チ ン お よ び Ⅳ塑 コ ラ ー ゲ ン を被覆 し
た プ レ ー ト に接 着 して い る AsP C-1細 胞 に対 して , A G-20 00
を6 0分間反応 さ せ , 通常 の 培地 に 戻 して 細胞接着率 を検討
し た. その 結果 , 反応 直後 に は各膿度間 に接着細胞数 の 差 は
な い が , 5 00tlM で処理 し た群 は 72時間後か ら 接着細胞数 が
減り始 め , 96時間以降 で はす べ て の 基質に お い て 有意な減少
が み ら れ た . さ ら に, 10 0恥 M で処理 した 群で は48時間後 よ
り接着細胞数が減少 し始め , 72時間後 より有意 な減少 とな っ
た (図6).
2. 細胞形態 の 観察
各群ともA G-2000処理後48時間まで は培地 中に 浮遊 し た細胞
Tablel･ T hein ciden c e ofperito n eal dis se min atio nafterintraperit o n eal irue ctio n ofAs PC-l cells .
T he nu mbers of detect able n odulesin
ab慧n al diaphragm D呂:≡慧
一
s
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Table 2･ T he in ciden ce of pel
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AsP C-1 cells.












































































































, n Ot detected; + ,1 ～ 5 n odulesdete cted;｣十,6 ～ 1 0n odulesdetected
150
数も少なく, ま た浮遊 し た細胞と シ ャ ー レ に接着 した細胞 に形
態学的変化 は み ら れ なか っ た . しか し, 72時間を経過す る と
5 00pM 以 上の 濃度 で A G-2000と 接触 した ウ ェ ル で は培地中に浮
遊する細胞 が多く み ら れ る よう にな っ た . 接着 した細胞 に は形
態学的変化 がみ ら れ な か っ たが , 培地中に 浮遊 した細胞 の 中に
は光学顕微鏡 レ ベ ル で核が 濃縮 した 小さ な細胞 がみ ら れ , 電子
顕微鏡 レ ベ ル で そ れ ら の 細胞は ク ロ マ チ ン が核膜 に 沿っ て 濃縮
し細胞表面 の 徴繊毛も消失 して お り, 典型 的なア ポ ト ー シス の
所見を望 して い た (図7, 8). 特 に A G-2000濃度1000pM で処理
した ウ ェ ル で は , 72時間以 後浮遊細胞の約半数に ア ポ ト ー シス
が 朗察 され た .
V . AsP C-1細胞 の 腹膜播種形成能に お よ ぼす A G 2 0 0 0 の
影響
ヌ ー ドマ ウ ス 腹膜播種 モ デ ル にお い て , コ ン ト ロ ー ル 群 に は
腹壁, 横隔膜下, 腸 間膜 , 大網お よ び ダ グ ラス 裔 に 肉眼的に多
数の 腹膜播種 が認 め られ , 組織学的 にも申分化型腺病 が認 め ら
れ た (図9-A, 10, 表1). こ の た め , コ ン ト ロ ー ル 群 の マ ウ ス
は 全例50日 以 内に死亡 した . こ れ に 対 して, A G-2000 にて 前処
理 した AsP C-1細胞を腹腔内投与 した 群で は腹膜播種 の 認 め ら
れ たの は わ ず か3例 で , 1例を31 日 で失 っ た が観察期間内 に死
亡 した の は こ の 1例 の み で , 有意 に腹膜播種巣 の 数 が 少なか っ
た (囲9-B, 表2).
考 察
腹膜播種の 形成 は消化器病 の 治療を困難 にす る重要 な要因 の
一 つ で あり , 今日 の 薬学的治療をも っ て して も腹膜播種症例 の
予後はきわ め て不良であ る23)24). 腹膜播種形成 の 最初の 過程 は,
腹腔内遊離癌細胞 が腹膜表面の 露出 した中皮下基底膜 に接着す
る こ と に始まる と考え られ て お り25), 胃癌手術症例 に お ける 臨
床検討 にお い て も腹腔内遊離癌細胞と腹膜播種形成 と の 相関が
指摘 され て い る26). そ して , こ の 癌細胞 の 基底膜 へ の 接 着 には
イ ン テ グリ ン の 関与が 不可欠であ る とい わ れ て い る
26卜 30)
本研究 で は , 活性 型ラ ン ソ プ ラ ゾ ー ル AG-200 がSIi基と 選
択的 に結合す る性質を有 し て い る こ と, イ ン テ グリ ン フ ァ ミリ
ー の
′
′㍗ サブ ユ ニ ッ トすべ て に共通 してS H基 を含 む 多数の シ ス
テ イ ン 残基 の 繰-j返 し 配列部 が存在する こ と に着目 し, イ ン テ
グ リ ン ノ･?鎖 の SIl基を標的と した A G-20 00 に よ る イン テ グ リ ン
の 三次元構造 の 崩 れ に伴う接着阻害効果 に つ い て 検討 した . な
お , A G-200 0 が S H基 と 選択的 に結合する こ と は 胃の 壁細胞に
お い て 確認 さ れ て い る が14), 本実験 にて 用 い た As P C-1細 胞 に
お い て もS H試薬 であ る N E Mを用 い た競合阻害試験 に てS H基
に選択的に結合 し て い る こ とが 確認さ れ た .
生体外 に お け るA G-2 000の AsP C-1細胞 に対す る接着阻害効
果を検討する た め に, AsP C-1細胞をA G-2000 で1時間前処理 し
て ア ドヒ ー ジ ョ ン ア ツ セ イを行 っ た . そ の 結 果, イ ン テ グ リ ン
の 代表的リ ガ ン ドで あ る ラ ミ ニ ン , フ ィ ブ ロ ネク チ ン お よ び Ⅳ
型 コ ラ ー ゲ ン に対 する As P C-1細胞 の 接着は A Gr2 000濃度依存
性 に抑制された . さ ら に , 既 に こ れ ら の リ ガ ン ドに 接着 し た
As P C-1細胞 にA G-200を1時間作用 させ た と こ ろ , A G-2000 と
の 接触後48時間ま で は 細胞 に形態学的変化 は み られ な か っ た
が , 5 0叫 M 以上の濃度で は 作用後72時間か ら有意 に細胞 が遊
離し始め , 120時間後 に は ほ ぼ完全 に細胞 が遊離 した . こ れ ら
の 所見か ら, A G-200 0 はイ ン テ グリ ン の 機能を抑制す る こ と に
よりAsP C-1細胞 の 接着を阻害した可能性が示唆 さ れ た . た だ
し, 今 回の 研 究で は イ ン テ グ リ ン の ノ9サ ブ ユ ニ ッ トと AG-2000
と の結合を直接証明 し た わ けで は なく, ま た , A G-2000 は決し
て特異的に イ ン テ グリ ン と 結合す る薬剤で は な い . 実 際, 癌細
胞の 表面 に は イ ン テ グリ ン 以 外 にも細胞増殖因子受容体等 にイ
ン テ グリ ン ほ ど多く はない が , シ ス テ イ ン リ ッ チ ドメ イ ンの
存在が 知 ら れ て い る
31)し 33)
. し か し, イ ン テ グ リ ン /9サ ブ ユ ニ
ッ ト にき わ め て多数 の S H基 が 集族 して 存在す る こ と , AG_
2000 が S H基 と特異的に結合す る こ と , イ ン テ グ リ ン の リ ガン
ドで ある ラ ミ ニ ン , フ ィ ブ ロ ネク ナ ン お よ び Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ンに
対す る AsP C-1細胞 の結合が A G-2000に よ っ て 有意 に抑制さ れ
た こ と, A G-200 0 と接触後4 8時間まで AsP C-1細胞 に は接着阻
害以外 に明 らか な影響 が認め られ なか っ た こ と より, イ ン テグ
リ ン の 機能が A G-2000 に よっ て 阻害 さ れ た こ と は 明ら かで ,他の
S H基 に A G-20 0 が結合 し た こ と に よ る影響 は少ない もの と思
わ れ た . ま た , さ ら に興味深い こ と は , A G-2000 と接触 し,培養
液中 に遊離 した 細胞 の 中 に7 2時間以後 ア ポ ト ー シ ス の 形態を
呈 し た細胞 が み られ た こ とで あ る. 一 般 に, 足場依存性 の 接着
細胞 は イ ン テ グリ ン を介す る接着 に よ っ て 外 界か ら の シグナル
伝達が 行わ れ , 細胞外 マ トリ ッ ク ス へ の 接着 が 阻害さ れ遊離し
た 状態 にな る と 速 や か に ア ポ ト ー シ ス に 陥 る と い わ れてい
る
34)
. 500pM 以上 の 濃度 で A G-2 000と接触 し た As P C-1細胞は
72時間後 か ら 有意な細胞 の 遊離 と, 浮遊 した 細胞の 中 にの みア
ポ ト ー シ ス が 観察 され は じめ , 接着細胞に は 変化が み られなか
っ た . こ の こ と より, AsPじ1細胞 はA G-2000処理 に よ る接着阻
害とその 後の シ グ ナ ル 伝 達阻害に より, ア ポ ト ー シ ス に陥 っ た
可 能性が 示唆 され た.
今回の 研 究で , A G-2000の As P C-1細胞 に対する毒性 の 検討は,
形態学的変化 の 観察と トリ バ ン プ ル ー に よ る色素排除試験によ
っ て行 っ た が , A G-2000作用後48時間まで細胞 に形態学的変化
は み ら れ ず, トリ バ ン プ ル ー に よ る 色 素排除試験 に お い ても
A G-2 000処理 した 細胞 と撫処置の 細胞 と に生 細胞率 の 差はみら
れ な か っ た . すな わち , 今回の 実験で 観察 さ れ た A G-2000 によ
る AsP C-1細胞 の 接着阻害効果 は , ア ポ ト ー シス に先 行し て観
察 され て お り, 決 して ア ポ ト ー シス の 結果生 じ た現象で は ない
と考え られ た.
と こ ろで , 今回使用 し たA G- 2000 は水に 溶け難く , メ チル ア
ル コ ー ル や ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (dim ethyls ulfo xide) には溶
解す る化合物で ある . こ れ らの 有確溶媒は細胞毒性が強 い ため,
今回の 研 究で は A G-2000 を培地 に溶解す る際 に は メ チ ル セ ル ロ
ー ス を使 用 した . メ チ ル セ ル ロ ー ス は相月包に対する影響 はほと
ん ど ない が , 溶媒 と し て用 い た場合, 培養 液ヰ一に多量の 繊灘成
分が混入する こ と に な る た め , メ チ ル チ ア ゾ ー ル テ トラ ゾリウ
ム ブ ロ マ イ ド(m ethylthia zoltetr azoliu mbr o mide) 法
35)ヤ フ ロ
ー
サ イ ト メ トリ ー な どの 光学系 を用い た 検索法で は 正確 に細胞毒
性を検討す る こ と が で きな か っ た . こ の た め , 細胞毒性の検討
は上 述の 如く形態学的変化の 観察と トリ バ ン プ ル ー に よ る色素
排除試験 で行 っ た .
ヌ ー ド マ ウ ス を用い た生体内の 実験 に お い て もA G-2000 によ
っ て AsP C_1細胞を前処 理 した 群で は3例 に 腹膜播種の 形成を認
め た もの の , 観察期間内 に病死 した の は わずか 1例 の み で, コ
ン トロ ー ル 群が 全例 に高度 の 腹膜播種形成 を認め て 痛死 したこ
と に 比 して , 有意 に腹膜播種形成 が少なか っ た . 以上 の 所見よ
り, A G-2 000 は生体内 にお い て もAsP C-1細胞 の 接着を阻害す
る こ と が 示唆さ れ た . 今回の 生 体内 の 実験 で は A G-2000 を確実
活性型ラ ン ソ プ ラ ゾ ー ル に よ る癌細胞 の 接着阻害
に痛轟椚包と接触さ せ る た め に, A G-2000の 前処理 によ り検討を
行っ たが , 今 後は A G麟2000の 癌細胞腹腔内注射時や腹膜播種成
立後の 投与に よ る効果も詳細 に検索 し, より臨床 に近い モ デ ル
での 検討が 必要である と思 わ れ た.
最後 にこ れ ら の 実験成績を踏まえ, A G-2000の 臨床応用の 可
能性に つ い て付言す る. 近年, イ ン テ グ リ ン を介 し た細胞棲着
に着目 し, 抗イ ン テ グリ ン 抗体や その 他 の 薬剤を用い た 様 々 な
細胞接着阻害の 試み が なさ れ て い るが
37卜 45)
, 臨床応用に は至 っ
てい ない の が現状 で ある . AG-2000は溶液中で は 分子が陽性 に
荷電して おり細胞膜 を通過 でき な い た め
1:i)
, すで に腹膜播種を
形成し, 腹膜中皮下 に浸潤 ･ 増殖 した癌細胞 に作用さ せ る こ と
は理論的に は不可能である . しか し, A G-20 0は イ ン テ グリ ン
ファ ミリ
ー の すべ て の /9鎖 に共通 して多量 に含まれ るS H基を標
的と した 全く新 しい 接着阻害剤 であり , ま た, 1時 間と い う 短
時間の 接触 にお い て そ の 効果が 認め ら れ , 腹腔内 に遊離 して い
る癌細胞お よ び 着床直後で腹膜表面 に存在する癌細胞に効果的
に作用 し,腹膜播種 の 形成を予防す る可 能性 が示唆 され る . また ,
AG-2000の 分解産物 に関 して は, 抗潰瘍薬 であるA G-1749の 開発
段階の研究で重篤な副作周が な い こ と が既 に確認 され て い るこ槻 .
本薬剤の 臨床応用の 可能性 と して は , 渠 膜浸潤 を認め る 消化器
悪性腫瘍 に対する腹膜播種形成の 予防や , 術中操作に伴う医原
性腹膜播種の 予防な どに 適応がある と 考えら れ る.
結 語
活性型ラ ン ソ プ ラ ゾ ー ル 仏G-2000)を用い て 痛細胞の 接着阻
害効果に つ い て検 索 し, 以 下 の 知見を得 た .
1 . AG-2000 は As P C,1細 胞表面の S H基と 特異的 に結合す る
ことが確認 され た .
2 . ア ドヒ ー ジ ョ ン ア ツ セイ にお い て イ ン テ グ リ ン の 代表的
リガ ン ドで あ る ラ ミ ニ ン , フ ィ ブ ロ ネク ナ ンお よ び Ⅳ型 コ ラ ー
ゲ ン に対す る As P C-1細胞 の 接着 は A G-200 0濃度依存性 に抑制
された
.
3 . 接着 した As P C-1細胞 にA G-2000を1時間接触 させ たと こ
ろ接触後4 馴時間まで は細胞 に形態学的変化 は み られ な か っ た
が, 500いM 以上 の 濃度で 摺触後72時間 か ら 有意 に接着細胞数
が減少し, 培 養液中に浮遊 した 細胞の t-1りニ ア ポ ト ー シ ス の 形態
を呈するもの が 認 め られ た.
4
･
ヌ ー ド マ ウ ス 腹腔内投与一 に よ る腹膜撒桶形成モ デ ル に お
いて , As P C-1細胞 をAG-2000で 前処増 し た群 で は未処理 の コ ン
トロ ー ル 群 に比 し て 有意 に腹膜播種形成が少な か っ た .
以上 よ り, A G-2000 は癌細胞 の 柳川包外 マ ト リ ッ ク ス へ の 接 着
を阻害する こ とで , 腹膜播種 の 形成を予防する 可 能性 の ある こ
とが示唆 され た .
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Key w ords activ ated la n sopr a z ole ,integn n s,S Hgroups, ad he sio n,Pe ritoneal dis semina tio n
A bstra ct
Integrl n Sare hete rodim e r s con sistl ng Of α
- a nd P- S ubu nits which play an im port ant rolein tu m o r m et astasis･
Extr acellula rdo main s ofthe P- Subu nit co ntain fo u r-foldcystein e- rich r epea ts contain l ng uP tO 60 cystein e re sidu e s a nd
integrln Sfolded int o a hom ologo u ste rtia ry struc tu r e･ This precis e stru ct ur eis ess e ntial fo rintegrin func tion ･ Activated
lan sopraz ole(A G-2 0 00)e xhibits the appropriate che mic alcharaCte risticsto r e a ct o nthe S Hgroups which con stitute cystein e
on the c ells u rfa c e witho utbeing l n COrPO rated intothe intracellular spa c e. AG
-200 0 is therefore a ca ndidat eforcau slng
dete rio rated integrin fun ction. T his study w asde sign ed to ex a min e whether A G
-2 0 00 inhibitsthe adhesion of a n chor age-
depe nde nt As PC
-1 c a rcino ma c ellsto the e xtr ac ellular m atrix･ 〈Expe rimentl〉 T he c arcin o ma ce11s w erein cubat ed for60
min utesin R P M I
-1 6 40m edia containing A G
-2 0 00atc o nc entration s ofO, l, 10, 1 0 0, 5 00and lOO OpM , r e SPeC tively. T hen the
ce11s were t es ted o nla minin , 丘bron e ctin and c ollagen
-IV. T he ratio of cells ad heringtoeach ty pe ofextrac ellular m atrix1 2
hou rslate r was fo u nd to decre a s ein para11elto the in c re asing con c e ntra tion of A G
-2 0 0 0(p<0.0 1). 〈Expe rim e nt 2〉
CarCino m ac ells ad her e nt tolaminin , fibro ne c tin and co11age nⅣ w e re reacted for6 0minute swith AG 2 0 0at con c e ntration s
of O, 1, 10, 10 0, 50 0and 1 0 00FL M , re SPe Ctiv ely･ No morphologl Cal cha nges w eredete cted in the cells O, 24and 4 8 hou rs
later. T he n u mbe rs ofad he re nt c e11sin the s a mplestreated with AG
-20 00atconcentr atio ns of500and lOOOFI M , W e refo u nd
to be r e markably redu c ed 72, 9 6and 120 hou r slater(P< 0.0 1). Follo w- uP mic ro s c opyand ele ctro n- mic ro sc op yofcells
floatingin the s upe rn at nt show ed apopto sis ･ 〈Experime nt 3〉 1 × 1 0
6
c a rcinom a c ells w e re lrUeC t edinto the pe riton e al
cavitiesof n ude mic e. Ev e ry n ude m o us ein the controlgr o up(n = 1 0)died within 8 w e eks with m ultiple pe riton e al
impla nt atio n(1 0 0 % in c de n c e)･ By contra st, in the lO mic eirtjected with A G-2 0 0tre ated c a rcinom a c ells, Only o n edied
Pre m aturely, a nd a utopsy at the e nd ofthe 8 w e eks spa n ofthe e xpe rim erltfou nd o nly 3 ca se s ofpe riton e al inplantatio n, the
Pre m atu re mOrt alityinclu siv e(3 0 %=r edu c ed in cidence)(P<0･0 1)･ Con clu siv ely A G-2000inhibitedthe c a rcin o m a c ells fr o m
adhe ring to e xtr a c ellula r m atrix c o mpo n e nts both in vitro a nd in viv o. T he se observations s ug ge stthatintraperitone al
ad ministr ation of A G-2 0 00m ay pr e v e ntpe rito n e als e edingl npatie nts with ga strointestin alc arcin o m a s･
